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Aangezien de bepaling van het kiemingspercentage van stuifmeel van 
tomaat nog vele moeilijkheden biedt, is nagegaan of door het opbrengen 
van het te onderzoeken stuifmeel op de stempel 'en' deze na bepaalde tijd 
te fixéren en te kleuren, de gekiemde en niet gekiemde korrels goed van 
elkaar en van het onderliggende weefsel te onderscheiden zouden zijn. 
hiervoor was uiteraard der zaak de smeerniethode boven de paraffine-methode 
te prefereren. Ten eerste kost het maken van smeerpreparaten minder tijd 
en is de kans van het in 2 of meer delen snijden van de pollen, waardoor 
deze meerdere malen geteld kunnen worden, uitgesloten. Bovendien kan bij 
de paraffine-methode de kiembuis van de korrel afgesneden worden, zodat 
ook daardoor fouten kunnen ontstaan. Ondanks deze overwegingen is ook de 
paraffine-methode op zijn bruikbaarheid getest. 
De paraffine-methode. 
Ie Proefje. 
Op 16 februari 1956 werden enkele stijlen van bloemen, welke in 
volle "bloei waren, in Uavashin gefixeerd. (Samenstelling zie bijlage 1, 
achter in dit verslag). Eet weer was vrij helder maar desondanks kwam het 
stuifmeel slecht los, zodat weinig korrels op de stempel te verwachten 
waren. Op 17 februari werden de stijlen in alc.'fO gebracht en werd de alc. 
enkele malen ververst. Op 18 februari werd de alcohol nogmaals ververst en 
werden de stijlen met de ï.B.A. methode gedehydrateerd. Gebruikt werden de 
alcoholtrappen II t/m V welke eveneens in bijlage 1 zijn opgenomen. Ka het 
ontwateren werden ie stijlen 24 uur in zuivere ï.B.A. gelaten waarna het 
geheel met paraffine 55 in een stoof van 60°C werd geplaatst. Door het 
inbedden in de paraffine waren de stijlen krom getrokken, zodat het maken 
van lengte doorsneden enige moeilijkheden bood. Het kromtrekken van de 
2. 
stijlen werd wellicht door de volgende omstandigheden veroorzaakt: 
1. Het fixatie-middel was ongeschikt, waardoor dit te langzaam in het 
weefsel 'binnendrong' en de cellen langzaam doodde. 
2. Het te snel opvoeren van de alcoholconcentratie, waardoor de water­
onttrekking te snel plaats vond. 
Op 24 februari werden zowel lengte als dwars doorsneden gemaakt. De coupes 
werden op 27 februari gekleurd met newton's C-entiaanvioiet en tegengekleurd 
met fast green (bijlage 2). Bij het bekijken van de preparaten bleken geen 
stuifmeelbuizen zichtbaar te zijn. De stuifmeeIkorrels staken slechts 
weinig tegen het onderliggende weefsel af. 
2e Proefje. 
Op 12 maart 1956 werden te +_ 14 uur enkele bloeiende bloempjes 
met de kunstbij behandeld. Om 16 uur werden de stijlen van deze bloempjes 
gefixeerd, De gebruikte fixatie-vloeistoffen waren havashin (bijlage l) 
en F.A.A. 50 (bijlage 3) • -Deze laatste vloeistof werd om zijn guotere 
indringingsvermogen gebruikt. 
Op IJ maart werden de stijlen gedehyd_ateerd volgens het in bijlage 3 opge­
nomen schema. Alleen de in havashin gefixeerde stijlen werden gebruikt. De 
overige stijlen werden voor net vervaardigen van smeerpreparaten gereser­
veerd. 
Op 19 maart werden de stijlen gesneden. Br werden alleen lengte coupes 
gemaakt, ha het ontparaffineren en het terugvoeren naar water met de 
ilewton's Gentiaanviolet-reeks (bijlage 2) werden de volgende kleuringen 
uitgevoerd. 
I. hacmoid en Martius geel. Recept volgens 3.B. hebei uit Stain Techn. 
Vol. VI. No 1. jan. '31 blz. 27 (bijlage 4 ) .  
De kleurstof bestond uit 5 mg. lacmoid en 5 mg rnartius geel in 100 ml aqua 
dest. Aangezien de lacmoid zeer slecht oploste -werd deze kleurstof samen 
met een paar ml HH.0H in een mortiertje fijngewreven en zo goed mogelijk 4 
opgelost. Hierna werd het volume met aqua dest op 10 ml gebracht en het 
martius geel toegevoegd, ha het oplossen van de kleurstof werd met behulp 
van ÎTE. OH de t>E op 8 gebracht, waarna door filtreer papier gefiltreerd werd 
Het mengsel had een olijfgroene kleur. Ha 5-10 minuten kleuren werd snel 
met alc. 30 en alc. 100, welue eveneens 50 mg lacmoid per 100 ml bevatte, 
gedehyarateerd. IIa 2 xyloltrappen werden de coupes in canadabalsem (caedax) 
ingesloten. Bij het bekijken van de coupes bleek er geen kleuringdoor de 
lacmoid en het martius geel te zijn opgetreden, hellicht werd er te kort 
gekleurd of werd de kleurstof door het opvoeren naar xylol weer uitge-
9 • 
spoeld. Y;el bleek, dat de s tuifmeelkorrels nog rood waren door de 
erythrosine. 
II. haterige fuchsine en light green. iieceot vol&ens John.T. Buchholz 
u i t  S t a i n  T e c h .  V o l .  V I  N o  1 .  j a n .  1 J 1  b l z .  1 3  ( " b i j l a g e  4 ) .  
De coupes werden op dezelfde wijze als "bij de lacmoid-martiusgeel 
kleuring naar water teruggevoerd. De preparaten werden gedurende 3 en 6 uui 
in een mengsel van 80 ml ljb zure fuchsine in aqua dest en 20 ml lp light 
green, eveneens in aqua dest, gekleurd. Gedifferentieerd werd in melkzuur, 
waarna de coupes via alc. 80 en alc. 100 naar xylol werden opgevoerd om 
daarna in canadabalsem ingesloten te worden, hoor deze handelwijze werden 
de stuifmselkorrels p&ars-rood gekleurd. De kiembuizen waren niet te 
onderscheiden, aangezien het weefsel van de stempel en de stijl een 
zelfde kleur had aangenomen. 
III. Aceto-carmijn en aniline red. Recept volgens Clyde Chandler uit 
S t a i n  T e c n n .  V o l .  ' V T  h o  1  j a n .  ' 3 1  b i z .  2 5  ( b i j l a g e  4 ) .  
De preparaten werden op dezelfde wijze als bij de twee hierboven 'be­
schreven kleuringen naar water gebracht. Eet objectglas met de coupes 
werd dan in een petri-schaal gelegd, waarna iets aceto-carmijn op de 
coupes werd aangebracht. Hieraan werden 5 |4 druppels 1 % waterige eosine 
cotex (= aniline red = magenta) toegevoegd. Door heen en weer bewegen 
werden de kleurstoffen gemengd, ha 5 £ 10 minuten kleuren werden de 
coupes via 2 alc. trappen naar xylol overgebracht, in canadabalsem inge­
sloten en bekeken, hierbij bleek, dat de stuifmeelkorrels rood gekleurd 
waren. Ook bij deze kleuring ontbrak het contrast tussen de kiembuizen 
en het onderliggende weefsel, zodat ook deze methode ongeschikt is voor 
het bepalen van het kiemingspercentage van tomaatstuifmeel. 
Smeerniethode._ 
I. Aceto-carmijn. 
Op 6 februari 1956 om + 15-30 uur werden enkele stijlen van 
bloeiende bloempjes verzameld, gemacereerd en gekleurd (zie bij lage 5). 
De stijlen werden gedurende 3? 5 en 7 minuten onder verhitting gekleurd, 
ha het pletten van de stijlen werden ze bekeken, hierbij bleek, dat de 
pollen rood werden gekleurd. De stuifraeelbuizen waren niet zichtbaar. 
Op 12 maart te +_ 14 uur werden enkele bloempjes met de kunstbij 
behandeld. Om l6 uur (11a 2 uur) werden deze stijlen in P.A.A.gefixeerd 
(zie bijlage 3)« Op 23 maart werden de stijlen volgens de in bijlage 5 
beschreven wijze gemacereerd waarna de volgende kleuringen werden uitge­
voerd. 
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II. Lacmoid-martius geel volgens B.R. Hebel. 
De bereiding van de kleurstof staat op "biz. 2 van dit verslag 
beschreven, zodat hier met een verwijzing daarnaar kan worden volstaan. 
Je gemacereerde stijlen werden gedurende 5 min. gekleurd, waarna ze in 
aqua dest. met een pil van 8 werden geplet en bekeken, door deze bewerking 
was het weefsel van de stijl en de stempel licht geel gekleurd. Se stuift 
meelkorrels waren donker geel van kleur. Le kiembuizen hadden dezelfde 
kleur als het onderliggende weefsel aangenomen, zodat ook deze kleuring nie1 
aan de gestelde eisen voldeed. 
III, v/aterige fuchsine + light green, volgens John T. Buchholz. 
Ha het macereren werden de stijlen gedurende 3 en 6 uur in de 
fuchsine-light green gekleurd. (Voor de samenstelling zie blz. 3 en bij­
lage 4)* Er werd 1 nacht in melkzuur gedifferentieerd, waarna de stijlen 
de volgende dag in melkzuur werden geplet en bekeken. Hierbij bleek, dat 
al het weefsel paars-rooà van kleur was. De stuifmeelkorrels waren niet 
gekleurd, zodat ze moeilijk te onderscheiden waren. Ook deze kleuring 
bleek dus ongeschikt te zijn. 
IY. Aceto-carmijn en aniline red, volgens Clyde Chandler. 
De zelfde kleurstof welke op blz. 3 van dit verslag beschreven staat 
werd gebruikt. Op de gemacereerde stijlen werden enkele druppels aceto-
carmi jn gepipetteerd. da, een paar seconden werden hieraan enkele druppels 
aniline-red toegevoegd. Door heen en weer bewegen van het objectglas wer­
den de kleurstoffen gemengd.Met alc. 100 werden de stijlen gedifferentieerd 
waarna ze in glycerine werden geplet en bekeken. De gekiemde korrels waren 
iets lichter van kleur dan de niet gekiemde pollen. Het verschil was 
echter te gering om goed bruikbaar te zijn. 
Op 12 juni werd de invloed van het fixeren nagegaan terwijl bovendien een 
andere maceratie-methode werd gevolgd. De stijlen werden niet en gedurende 
1 en 2 uur in zwakke Carnoy gefixeerd (bijlage 6). De maceratie vond in 
1/10 M kokende melkzuur plaats gedurende 10 min., waarna het weefsel eerst 
met licht alkalisch en later met leidingwater werd uitgespoeld. De stij­
len werden hierna zowel in niet als wel gefiltreerde lacmoid-martius geel 
kleurstof gedurende 2 en 5 min. gekleurd. Bovendien werden nog enkele 
stijlen 5 min. onder verhitting in ongefiltreerde kleurstof gekleurd. Ha 
de kleuringen werden de stijlen in leidingwater uitgespoeld en in aqua 
dest met pH 8 uitgedrukt en bekeken. Bij geen van de gevolgde werkwijzen 
trad een bruikbare kleuring op. 
Het onderzoek werd op 13 juni voortgezet. De stijlen werden na met de 
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kunstbij behandeld te zijn na +_ 2.30 uur in een vochtige petri-schaal 
verzameld waarna de helft gedurende 1 en de andere helft gedurende 2 uur 
in zwakke Carnoy werd gefixeerd, net macereren vond plaats door de stijlen 
gedurende 10 min. in l/lO h melkzuur te koken. 
(ie kleurd werd met: 
1. Lacmoid + martius geel waaraan Loefflers reagens (bijlage 6) was toe­
gevoegd . 
2. Als 1 doch i.p.v. Loefflers reagens 1 f0 methyleenblauw. 
Zowel bij 1 als bij 2 werden de korrels groen gekleurd. De bnizen waren 
echter moeilijk van het onderliggende weefsel te onderscheiden. 
Een gedeelte van de gefixeerde stijlen, welke nog niet gemacereerd waren 
werden 10 min. in l/lO N azijnzuur gekookt, waarna de volgende kleuringen 
"werden uitgevoerd: 
1. Kleuren met Loefflers reagens, verwarmen tijdens het kleuren. 
2. kleuren met 1 methyle enblauw, verwarmen tijdens het kleuren. 
J. Kleuren met 0,5 f° aethyleenblauw, min. onder verwarmen kleuren. 
Bij deze J kleuringen werden de korrels donkerblauw gekleurd, het 
onderliggende weefsel en de kiembuizen lichtblauw, zodat ook deze kleu­
ringen ongeschikt bleken. 
Cp 14 juni werden opnieuw stijlen verzameld, die alle slechts gedurende 
1 uur in zwakke Carnoy gefixeerd werden, aangezien bij een langere fixatie-
duur geen betere resultaten werden verkregen. Ha de fixatie werden de 
stijlen gedurende 10 min. in kokende l/lO IT azijnzuur gemacereerd, waarna 
ze met water werden uitgespoeld en als volgt werden gekleurd: 
1. De stijl min. in 0,05 fo oranje G verwarmen, de kleurstof afzuigen. 
Daarna even in de 0,5 fo methyleenblauw kleuren en in water uitdrukken 
en bekijken. 
2. nis 1 doch 0,005 fo oranje G. 
3. Kleuren in een mengsel van 0,5 % methyleenrood en 0,5 fo methyleenbl&uw. 
4 .  De stijl -g- min. in 1 fo erythro s ine kleuren. Het preparaat in water 
bekijken. 
5. Als 4  coch bovendien met 0,5 yî methyleenblauw tekenkleuren. 
6. In lf> erythro s ine gedurende g- min. , niet verwarmen. 
7. In -g- c/o erythros ine gedurende -g- min. , niet verwarmen. 
8. In -g- fo erythros ine gedurende 1 sec. niet verwarmen. 
9. In fo erythrosiiie gedurende min. , 1 min in water differentieren. 
10. In -g fo erythrosine gedurende -g- min. , 10 min. in water differentiëren. 
11. In g p erythrosine gedurende -g- min., 1 min. in aie. 50 differentiëren. 
Bij kleuring 1 t/m 5 werden geen bruikbare resultaten verkregen. 
Bij kleuring c waren de stuifmeelkorrels- en buizen rood gekleurd. Het 
steiapelweefsel was iets rood gekleurd. Eet verschil in kleur tussen de 
buizen en het onderliggende weefsel was niet voldoende voor het bepalen 
van net kiemingspercentage. Door het verlagen van hot kleurstofpercentage, 
het verkorten van de kleurtijd en het differentieren na de kleuring, werd 
getracht deze belemmering te ondervangen. Kleuring 7 t/m 11 voldeden echtei 
niet. 
liet onderzoek werd hierna enige tijd onderbroken,totdat kennis werd ge­
nomen van een artikeltje in de Horticultural Abstracts van sept. 1958 Vol 
28 nO 3 op folz. 347 art. Ho 2144» waarin geschreven werd over het kleuren 
van kiemende stuif'meelkorrels en kiembuizen. Ka aanvraag van het oorspron­
kelijke artikel in Stain Technology 1958? 33 blz. 15 - 17 (bijlage 7) werden 
de volgende proefjes genomen: 
Op 17 maart 1959 werden tomaatbloempjes in blokkas I (ïïo 2j) gecastreerd. 
Op 18 maart "werden de stempels bestoven en na +_ 3-30 uur gefixeerd in een 
mengsel van 3 dl alc. 96 en 1 dl ijsazijn ( een sterke Carnoy modificatie), 
je stijlen werden 1 uur bij kamertemp. in de fixatie-vloeistof gelaten 
waarna de stijlen in het fixatie-middel in een ijskast bij _+ 0°C werden 
bewaard. 
Op 20 maart werden de stijlen gedurende 10 en 20 min. in 45 fa azijnzuur 
bij 60°C gehydrlyseerd. Ha het hgdrolyseren werden de stijlen volgens 
het voorschrift met prepareernaalden ontleed, waardoor de kleurstof beter 
in het weefsel kon doordringen. Je stijlen werden gedurende 5 en 10 min. 
gekleurd in een mengsel van 150 mg safranine en 20 mg anilineblauw in 
warme 45 /a azijnzuur. He azijnzuur werd voor het beter oplossen der kleur­
stoffen gekookt (terugvloeikoeler). Ha het kleuren werd de stijl in een 
verse dx-uppel kleurstof overgebracht, geplet en bekeken. Hierbij bleek, 
dat liet nacereren gedurende 10 min. te kort was, aangezien de stijl zich 
slechts met moeite liet uitdrukken. Het macereren gedurende 20 min. vol­
deed goed. Bij het beoordelen van de preparaten bleek, dat liet ontleden 
van de stijl een ongunstige invloed op de kleuring uitoefende. Het be­
schadigde weefsel kleurde hierdoor donker blauw in tegenstelling tot het 
gave weefsel, dat rood gekleurd was. De stuifmeelkorrels werden alle blauw, 
zodat ze duidelijn door hun kleur en vorm van het onderliggende weefsel 
te onderscheiden waren, als dit laatste tenminste niet beschadigd was. 
Kleuren gedurende 5 en 10 min. gaf gelijke resultaten. Gekiemde korrels 
werden vrijwel niet waargenomen. Hit het in vitro genomen kieniproefje 
(bijlage _8) bleeic inderdaad dat net stuifmeel matig kiemde. Bovendien 
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wax-en ae korrels slechts 5 .JO op de stijl te kiemen gelaten irx tegenstelling 
tot de in vitro te kienen gelegde korrels, die 5 uur konden kiemen. 
Op 21 april werden weer tomaatbloempjes gecastreerd voor een nieuw proefje 
waarbij de kiemtijd nader werd onderzocht. De bestuiving vond op 22 april 
tussen 8.4-5 - 9 uur plaats. De stijlen werden na 1, 2, 3 enz. t/m 8 uur 
na de bestuiving gefixeerd. Het fixatie middel was de in de publicatie 
genoemde Carnoy. De fixatie-duur was 1 uur, zodat steeds direkt na het 
fixeren van een nieuwe behandeling, de daarvoor gefixeerde stijlen naar de 
ijskast moesten. De stijlen werden alle gedurende 20 min. in 45 % azijnzuur 
bij 60°C gehydrolyseerd. 
De stijlen werden daarna zonder ze te kneuzen gedurende 5-*7 min. gekleurd, 
waarna ze in een druppel gesmolten glycerine-gelatine werden overgebracht 
en geplet. Hierbij bleek dat de korrels 1 uur na de bestuiving alle duide­
lijk donker blauw gekleurd waren. De kiembuizen waren eveneens blauw ge­
kleurd, zodat ze duidelijk van het onderliggende rode weefsel te onder­
scheiden waren (zie bijlage 9 foto l). Yan de stuifmeelkorrels en buizen, 
die 2 uur na de bestuiving werden gefixeerd, kan hetzelfde gezegd worden. 
De buizen waren hierbij echter beduidend langer en de kleur was iets lichter 
blauw. Het onderscheiden van de kiembuizen gaf echter geen moeilijkheden 
(zie bijlage 9 foto 2). 3 Uur na de bestuiving bleken vele kiembuizen 
niet meer blauw, doch licht rood gekleurd te zijn, terwijl de bijbehorende 
korrels ook rood waxen of enigszins een rode rand vertoonden om een blauwe 
kern en iets gingen schrompelen. Later gekiemde korrels waren met hun 
buizen duidelijk door hun blauwe kleur te onderscheiden evenals de niet 
gekiemde (donkerblauwe) korrels (zie foto 5). Deze achteruitgang in het 
blauwkleuren zal wellicht veroorzaakt zijn door de geringe hoeveelheid 
cytoplasma, die in de korrels met lange buizen aanwezig was. Het schijnt 
dus, dat de aniline-blauw door het cytoplasma wordt geadsorbeerd. 'Wordt 
het cytoplasma over een groter volume verdeeld, dan wordt de kleuring 
minder intensief. De kiembuizen zijn dan moeilijk ais zodanig te onder­
scheiden. Dat het groeitopje van de kiembuis wél donker blauw gekleurd 
zou blijven, zoals in de lit. wordt vermeld, kon in deze proef niet worden 
vastgesteld. Het fixeren v.d. stijl 4 en 5 uur na de bestuiving gaf een 
verdere verschrompeling en een minder intensief "blauw kleuren van de kiem­
buizen en korrels te zien. Een bezwaar voor het bepalen van het kiemings-
percentage is dit echter niet, aangezien de korrels, ook al zijn ze iets 
verschrompeld, door hun vorm toch nog duidelijk te onderscheiden zijn. De 
donker blauw gekleurde korrels zijn niet gekiemd of bezitten een duidelijk 
gekleurde kiembuis (zie foto 4)* Het fixeren van de stijl 6, 7 en 8 uur na 
de bestuiving gaf weinig verdere verschillen te zien, zoals ook uit foto 5 
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Het kiemingspercentage werd zowel door het tellen van de korrels op de 
stempel als in vitro bepaald. De resultaten staan in "bijlage 10 weergegeven 
Hieruit blijkt, dat de kieming na 1 uur omstreeks de 38 ch lag. Ha 2, 3 en 
4 uur was het kiemingspercentage ongeveer verdubbeld en onderling ver­
schilden de percentages weinig. De kieming 5 uur na de bestuiving bepaald 
lag in de buurt van 85 %• Eet kiemingspercentage 6, 7 en 9 uur na de be­
stuiving bepaald, schommelde omstreeks de 95 /»• Hieruit blijkt, dat de kiem 
energie ongeveer 2 uur na de bestuiving bepaald iCclil W O d 0II Gïl 0. G riÎGHl — 
kracht na 6 uur. Het optreuen van verschrompelde korrels, bleek, behou­
dens enkele uitzonderingen, na langere tijd steeds toe te nemen, zodat ook 
hieruit blijkt, dat verschrompelen door het uitgroeien van de buizen wordt 
veroorzaakt. Voorts bleek, dat de stijlen, die vrij snel na de bestuiving 
gefixeerd werden, minder stuifmeelkorrels bevatten. Wellicht moet dit aan 
het afspoelen van de korrels door het fixeren en hydrolyseren worden toe­
geschreven, aangezien de kiembuizen hierbij nog niet in het stijlkanaal 
waren doorgedrongen of in het geheel niet waren gekiemd en zodoende 
gemakkelijk afgespoeld konden worden. Indien dit het geval is, zou bij een 
dergelijke werkwijze steeds een te hoog kiemingspercentage worden verkregen 
omdat de niet gekiemde korrels meer van de stempel zullen afspoelen dan de 
gekiemde korrels. 
Tenslotte kwam in deze proef naar voren, dat het uitdrukken van de stij­
len in glycerine-gelatine goed voldeed. De kleur bleef' hierin +_ één week 
behouden. 
Samenvatting en conclusie. 
Uit de hierboven beschreven proeven bleek, dat voor het bepalen 
van de kiemkracht van stuifmeel op de stempel d.n.v. kleuringen: 
1. De parafiine-methode niet voldeed, omdat deze methode: 
A. te bewerkelijk is 
B.de korrels zelf.in meer dan 1 coupe kunnen voorkomen, zodat ze 
meerdere malen worden geteld. 
C. de stijlen kromtrekken, waardoor ue buizen van de korrels gesneden 
worden en de kiembuizen niet in het stijlkanaal gevolgd kunnen worder 
2. van de onderzochte sneermethoden alleen de squash volgens L.A. Dionne on 
P.B. Spicer voldeed. Hierbij werden de niet gekiemde korrels en de 
pollen met korte buizen alle donker blauw gekleurd. Ha een langere 
kiemingsperiode gingen de korrels schrompelen en kleurden evenals het 
omringende weefsel rood. Door hun vorm waren de pollen echter nog goed 
te onderscheiden. Yoor liet nagaan of een bepaalde stuifmeelsoort kiemt 
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of een stenpel rijp is, voldoet deze methode goed. Voor net bepalen van 
het juiste kiei&percentage is het mogelijk, dat door het afspoelen van 
voornamelijk de ongekieiMe korrels een te geflatteerde uitkomst verkregen 
wordt. 
ITov. I960. R.E. De oroei'neeiüster. 
Y/ix van itavesti.in 
i3i,i It 
Samenstelling kavashin modificatie Handclph. 
Oplossing A. 
Cliroomzuur 1 g 
IJsazijn 7 i-l 
Aqua clest 92 ml. 
Oplsssiiig J3. 
'Formaline 40 % 30 ml. 
Aqua dest 70 Eil • 
Vlak voor de fixatie gelijke delen A en B mengen. 
Eet dehydrateren met tertiaire butylalcohol (T . B . A . ) .  
Alcoholtrappen I II III IV V 
Al coholconeentraties 50 fo 70 r/£ 85 f» 95 % 1£D0 °/ó 
Aqua dest 50 30 15 
Aethylaic. 96 40 50 50 45 
'i1. B • A. 10 20 35 55 75 
Aethylalc. 100 25 
xylol 1 
xylol 2 
xylol + ale. 100 
ale. 100 
ale. 96 
ale. 70 
ale. 50 
ale. 30 
ale. 15 
aqua clest 
1 c/o crystal violet in aqua dest 
aqua dsst 
1 % J2 + 1 fo KJ in ale. 80 
ale. 80 
ale. 90 
ale. 100 
Kruidnage 101 ie + 0,2 fo liglt 
Kruidnagelolie + xylol 
xylol 1 
xylol 2 
canadatalsem 
10 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 min. 
3 - 15 "lin. 
+_ 30 min. 
15-20 sec. 
3 min. 
3 min. 
green 15 sec. 
3 min. 
10 min. 
3 min. 
Bi.) lage 3 * 
Samenstelling F.A.A. 50» 
Alcohol 50 90 ml. 
IJsazijn 5 ml • 
Formaline 5 nil. 
Op IJ maart werden de in Javashin gefixeerde stijlen als volgt geciehydra-
teerd: na het uitspoelen van de fixatie vloeistof 
Aie. 30 van 14-15 uur 
Oplossing I 16-16 uur 
Oplossing II 16- 9 uur van 15 maart 
Oplossing III 9-10 uu± 
Oplossing IV 10-11 uur 
Ol-plossing V 11-12 uur 
'i? • • Ä • 12-13 uur 
T.B.A. + erythrosine 13-9 uur van 16 maart. 
ï.B.A. + par. olie 9-10 uur 
Paraffine 45 10-14 uur 
Paraffine 45 14-16 uur 
Paraffine 45 16 - 9uur van 17 maart 
Paraffine 55 9 uur te 17 maart tot + 11 op 19 maart. 
i Voor samenstelling oplossing I t/m V zie "bijlage 1. 
Bijlade 4« 
Recepten uit Stain Technology Volume Vl lïo 1 jan. 1931 
Bis. ij. door John ï. Buchhoiz. 
Opzij Von de stijlen een inkerving naken en fixeren in 6c/o formaline in alc 
50. Open snijden en de stijlen kleuren in een mengsel van: 
80 ml. l'fo zure fuchsine in aqua dest + 
20 ml. 1 fo light green in aqua dest. 
De uiteindelijke kleur van de oplossing is violet. 
Be preparaten 3 a 6 uur kleuren. Bij onvoldoende kleuring 10 uur kleuren. 
te verwarmen, weer goed te Krijgen. 
31z. 25» door Clyde Chandler. 
fixeren met 6 éi Q ml. handelsformaline (= + 37 9°) in 100 ml alc. 7 0 .  Stijler 
die een in het centrum gelegen stijlkanaal hebben met twee dunne naalden 
tot in dat kanaal openritsen. Ilex beste is, om bij de stempel te beginnen 
en zo naar Deneden te werden. 
linearen in aceto-carmijn, na een paar seconden een weinig waterige oplos­
sing van 1aniline-red (= eosine cotex = mage ta) toevoegen. 
Ja het kleuren de overtollige vloeistof wegfiltreren en met alc. 100 diffe­
rentiëren. Ook dit 11a verloop van tijd wegzuigen en de stijl in glycerine 
uitdrukken en bekijken. 
Blz. 27. door B.it. Bebel. 
Eet materiaal in een vochtige petri-schaal verzamelen. Be stijlen 10 min. 
in 1/10 fl azijnzuur koken. Uitwassen in neutraal of licht alkalisch water. 
Kleuren met een mengsel van: 
Be oplossing is olijfgroen, üet Ohl de pH op 8 brengen. Kleuren geduren­
de 2-5 min. Be stijlen daarna in water net een pK 8 uitdrukken. 
Voor permanente preparaten als volgt te werk gaan: 
1. Al dan niet insnijden. 2. Fixeren met Carnoy. 3* Via alc. 7 0  naar alka­
lisch water. 4* Uitwassen in zuur en basa vrij leiding water. 5« Gedurende 
1-5 min. kleuren. 6. Snel dehydrateren in alc. welke de blauwe modificatie 
van lacmoidoplossing (pit ö) bevat. 7« Via xylol in canadabalsem insluiten. 
Bifferentieren met melkzuur 80 fo gedurende 1 nacht of korter. Bij te 
sterke kleuring is de kleur door het preparaat in 80 f0 melkzuur tot 60 -70°C 
5 mg lacmoid 
5 mg martius geel 
Biplage ^2 . 
lïa het verzamelen werden de stijlen direkt gemacereerd. De volgende 
werkwijze werd gevolgd. 
1. De stijlen 10 rain, in aqua dest 
2. 10 min. in 2-g- fo HCl van 60°C 
J. Uitspoelen gedurende 1 uur in aqua dest. 
De aceto-carniijn werd bereid door 0,5 g caririijn in 100 ml. 45 azijnzuur 
onder koken op te lossen. Tijdens het koken werd een terugvloeikoeler 
seoruikt. 
Bi.ilage 6, 
Samenstelling zwakke Carnoy 
Alcohol 100 6 dl, 
ÏJsazijn 1 q1, 
Choroform 3 dl, 
Samenstelling sterke Carnoy 
Alcohol 100 3 dl. 
IJsazijn 1 dl, 
Samenstelling loeffIers reagens 
Verzadigde ine thyleenblauwoplos sing in alc. 96 30 dl 
KOE 0,01 in aqua dest 100 dl. 
Bijlade 7-
Stain Technology 1958 ïïo 33 blz. 15-17* 
Recept van L.À. Dionne en P.C. Spicer. 
Gekleurd werden gekiemde pollen op stempels en stuifjaeelbuizen in stijlen 
van: Antirhinuia, Bassica, Oenothera, Raphanus, Rosa, Solanum en Tagetes. 
Er werd als volgt gehandeld, De stijlen fixeren in aethylalcohol-ijsazijii 
3:1 gedurende 1 uur (een sterke Carnoy modificatie). Hydrolyseren bij 60°C 
gedurende 5-60 min (afhankelijk van de soort) in 45 azijnzuur. Le stijl 
en de stempel werden dan onder een binoculair ontleed, in een paar druppels 
kleurstof geplaatst en 5-15 min. gekleurd, De kleurstof werd gerne.akt 
door I50 mg safranine 0 en 20 mg aniline blauw in 25 ml warme (hete) 45 c/o 
azijnzuur op te lossen. ha het kleuren hst weefsel in een verse druppel 
kleurstof overbrengen en zachtjes onder een dekglas pletten. Aangezien 
aniline-blauw een neerslag kan geven, de kleurstof geregeld voor het geterui 
filtreren. De kleuroplossing blijft enkele weken bij kamertemp. goed. 
Opmerkingen. 
Solanum werd 10 - 20 min. gehyarolyseerd. Stijlen, aie niet direkt onder­
zocht worden kunnen enkele dagen in de azijnzure-alcohol in de ijskast 
bewaard worden, Dr zijn eveneens stijlen in 45 c/o azijnzuur 1 week in de 
ijskast bewaard, nadat ze reeds gehyarolyseerd waren. Dikke weefsels 
kunnen in de kleurstof worden verhit. Door de kleuring worden de pollen 
en de kiembuizen in een jong stadium geuleurd. Oudere kiembuizen worden 
alleen aan het groeiende topje gekleurd. De niet gefleurde delen van de 
buizen hebben een glasachtig doorzichtig uiterlijk. De zijn door hun 
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Kieming 1 uur na de bestuiving 11374 

Kiefings percentage van het op 22 april gebruikte stuifmeel. Bepaling 
in vitro. 
l 2 3 4 5 6 Gem. 
c t 
r opm. 7° opm. $ opm. 7° opm. 7° opm. 7° opm. 1* opm. 
37 l.b. 38 l.b. 40 l.b. 45 l.b. 52 l.b. 58 l.b. 45 l.b. 
l.b. = 
lange 
buizen. 
Kiemoplossing bevatte 7 f° suiker,+0,007 7° H-BO, in aqua dest. Het stuifmeel 
O werd in Tiegriemcellen bij 24 C te kiemen gelegd. 
kiem. n.'. /° rood+verschr. 
periode + - °/0+ 4- - fó + + - 7° + + - °/o -f- Soi "rel s 
1 1 12 7,7 74 75 49,6 8 9 47,0 5 35 12,5 0 0 0 0 
uur 21 35 37,5 4 16 20,0 7 9 43,7 120 191 0 0 0 0 
2 58 11 84,0 66 23 74,1 14 10 58,4 26 12 68,4 0 0 0 0 
uur 38 14 73,0 48 12 80,0 250 82 75,4 0 0 0 
3 34 3 91,9 44 14 75,9 23 7 7 6 , 6  56 30 65,1 64 18 44 70 
uur 156 24 86,6 78 30 
m 
72,3 
M 
108 7,8,4 70 74 57 
4 104 47 68,9 30 9 76,9 20 0 L00,0 38 12 76,c 57 29 60 25 
uur 26 5 83,9 7 5 58,4 225 78 74,4 43 0 3i 
5 10 2 83,4- 65 22 74,6 90 17 84,1 4 1 80, C 64 0 24 90 
uur 72 16 81,9 29 3 93,6 129 10 92,8 22. li 84,9 45 88 86 ZL 
D 59 0 100 17 3 8 5 , 0  137 8 94,5 222 4 98,2 70 68 76 82 
uur 116 6 95,1 108 3 97,4 165 9 94,9 824 33 9 6 , 0  82 37 74 70 
7 127 29 81,4 I66 5 97,0 7 1 87,5 6 1 85,6 50 86 82 50 
uur 77 3 9 6 , 4  233 l 99,5 4 0 100,0 590 40 93,6 60 74 70 £l 
8 314 13 9 6 , 0  136 10 93,1 102 6 94,5 10 2 83,4 60 68 48 70 
uur 164 15 91,6 6" 5 93,0 205 20 91,0 998 B 93,5 82 88 90 21 
De cijfers die gemerkt zijn raet een rood streepje zijn totale hoeveelheden 
of gemiddelden. 
